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Um nanobiossensor consiste num sistema de medição, de dimensão nanométrica, 
para a deteção de analitos biológicos ou avaliação dos seus níveis em estados de doença 
ou saúde. Este é constituído por um elemento de reconhecimento biológico que poderá 
ser um anticorpo, enzima, proteína, célula ou mesmo um organismo completo, por um 
transdutor físico ou químico do sinal gerado pela interação com o analito, e por um 
processador de sinal que permita o output dos resultados. 
Os avanços dos últimos anos na área da Nanotecnologia, nomeadamente no 
diagnóstico nanomolecular, têm originado um crescente desenvolvimento de 
nanobiossensores, destacando as suas caraterísticas de elevada sensibilidade e 
especificidade para o analito. Os nanobiossensores constituem assim, juntamente com 
os biossensores, uma alternativa futura aos métodos tradicionais de análise garantindo 
um resultado com maior rapidez e flexibilidade.
 
Na área da saúde estes têm apresentado 
progressos positivos no que se refere à deteção de marcadores biológicos e outros 
compostos de relevância clínica, monitorização de concentrações de fármaco na célula, 
deteção de bactérias e vírus, e diagnóstico de diversas patologias tais como diabetes, 
algumas doenças infeciosas e doenças oncológicas.   
Esta monografia tem por objetivos focar o desenho, caraterização e produção dos 
diferentes tipos de nanobiossensores existentes, assim como as suas aplicações na 
investigação científica e em novos métodos de diagnóstico, destacando os principais 
trabalhos publicados até ao presente e perspetivando futuros desenvolvimentos.  
 
 














 A nanobiosensor consists of a measurement system, with nanometric dimensions, 
for detection of biological analytes or evaluation of their levels in illness states or 
health. This consists in a biological recognition element which can be an antibody, 
enzyme, protein, cell or even a whole organism, by a chemical or physical transducer of 
generated signal by interaction with the analyte, and a signal processor which allows the 
results output. 
 The recent advances in the area of Nanotechnology, particularly at nanomolecular 
diagnosis, have led to an increasing development of nanobiosensors highlighting their 
characteristics of high sensitivity and specificity for the analyte. Therefore the 
nanobiosensors represent, along with the biosensors, a future alternative to the 
traditional analysis methods ensuring a faster and more flexible result. In the biomedical 
field, these have shown positive progress for the detection of biological markers and 
other clinical relevant compounds, monitorization of intracellular drug concentration, 
detection of bacteria and viruses, and diagnosis of various diseases such as diabetes, as 
well as some diseases and oncological diseases. 
 This work aims to focus on the design, characterization and production of 
different sort of existing nanobiosensors, as well as their applications in scientific 
research and new diagnosis methods, focusing the main published works in order to 
present and discuss about future developments. 
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 Desde os primórdios que a humanidade tem sido devastada por várias 
enfermidades que levaram à morte ou incapacidade de milhões de pessoas. Nos últimos 
anos, com o aumento populacional e esperança de vida, existe uma clara tendência de 
aumento das doenças crónicas como a maior causa de mortalidade e morbilidade 
mundial. Segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO) em 2012 as doenças 
cardiovasculares e o cancro foram as principais causas de morte a nível mundial, 
estimando-se que tenham dizimado 17.5 e 8.2 milhões de vidas respetivamente. As 
doenças infeciosas como o Síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) ou dengue 
tiveram uma ligeira diminuição, embora a sua prevalência ainda seja grande, sobretudo 
na maioria dos países subdesenvolvidos. As consequências que estas doenças acarretam 
para os países são enormes e são expressas por um aumento nos gastos em Saúde, tanto 
a nível de tratamentos como compensações/suplementos proporcionadas, diminuição da 
produtividade laboral ou do número de anos de vida saudável (1,2).  
A evolução na ciência em áreas como a farmacologia, medicina, bioquímica ou 
microbiologia em muito tem contribuído para o aparecimento de novos fármacos e 
metodologias de tratamento com uma maior eficácia, menor aparecimento de efeitos 
adversos e menor custo. No entanto, a promoção da saúde não deve basear-se somente 
no tratamento, é igualmente importante que exista uma forte componente de prevenção 
e diagnóstico prévio das doenças a fim de evitar o agravamento das mesmas. A deteção 
antecipada de uma patologia permite uma ação imediata que pode em alguns casos 
salvar a vida do doente. Os métodos e protocolos de diagnóstico são variados conforme 
a doença em causa, sendo as suas características determinantes a rapidez, ou seja, a 
apresentação de resultados num curto espaço de tempo, e a possibilidade de deteção da 
patologia numa fase o mais inicial possível. A presença de alguns analitos ou 
marcadores em amostras biológicas, mesmo em baixas concentrações, podem ser um 
indício da ocorrência de um problema de saúde futuro. A investigação em 
Nanotecnologia na última década, em novos e mais avançados métodos de diagnóstico 
tem revelado um grande potencial e estima-se que num futuro próximo várias aplicações 
estejam disponíveis no mercado (3).  
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2- Nanotecnologia e Nanomedicina 
 
A Nanotecnologia define-se como “o design, caracterização, produção, e 
aplicação de estruturas, dispositivos, e sistemas por manipulação controlada do tamanho 
e forma à escala manométrica (escala atómica, molecular e macromolecular) … [de 
forma a produzi-los] com pelo menos uma característica ou propriedade 
melhorada/superior.” (4).   
As bases conceptuais da nanotecnologia foram inicialmente referidas pelo físico 
Richard Feynman em 1959 no seu discurso “There’s plenty of room at the bottom” no 
Instituto de Tecnologia da Califórnia, onde o próprio analisava o vasto leque de 
possibilidades que o controlo da matéria a nível atómico traria no futuro. Em 1974 é 
utilizado pela primeira vez o termo “nanotecnologia” pelo investigador da Universidade 
de Tóquio, Norio Taniguchi, para se referir à capacidade de operar materiais ao nível 
nanométrico. Este conceito é mais tarde largamente difundido pelo engenheiro K. Eric 
Drexler no seu livro “Engines of Creation: The Coming Era of Nanotechnology”, onde 
avalia o potencial da nanotecnologia molecular e perspetiva uma nova forma de 
produzir materiais, átomo por átomo, equiparável a uma nova revolução industrial que 
traria um profundo impacto na sociedade. A partir da década de 90 começa a observar-
se um investimento público, que é ampliado sobretudo no século XXI, no apoio a 
investigações científicas e tecnológicas, na criação de infraestruturas e plataformas 
industriais que leva à publicação de mais de 2 000 000 de artigos relacionados com 
nanotecnologia e à apresentação de um número superior a 1 000 000 de pedidos de 
patente. Entre os países com um maior investimento na nanotecnologia destacam-se os 
Estados Unidos, o Japão e a Alemanha (5-9).  
 No que diz respeito à síntese de nanoestruturas existem duas abordagens de 
construção: “bottom up” e “top down”. O primeiro processo inicia-se a partir de 
pequenas subunidades, que podem ir de átomos até moléculas mais complexas, e que 
são manipulados de forma a obter um produto final desejado. Essa manipulação pode 
resultar de diferentes técnicas tais como a síntese química ou a localização direta de 
fragmentos através da microscopia de força atómica. Por outro lado, no processo de 
“top down” a matéria-prima inicial é uma estrutura de grandes proporções que é sujeita 
a condições controladas ou técnicas de microfabricação, como é o caso da litografia, a 
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fim de provocar alterações a nível das ligações entre átomos ou moléculas permitindo as 
suas movimentações e moldando desta forma até se obter a estrutura final (10,11).
 
 
O desenvolvimento e aplicação da nanotecnologia têm contribuído para 
potenciação de um vasto e diversificado conjunto de áreas tais como medicina, 
farmácia, biotecnologia, engenharia e telecomunicações. O seu impacto visa, para além 
de reduzir custos de produção e melhorar processos e produtos, oferecer a longo prazo 
novas abordagens na resolução de questões fulcrais de saúde e sociais. Para tentar dar 
resposta aos problemas relacionados com a saúde a partir da nanotecnologia surge a 
“nanomedicina” que é definida, segundo a European Science Foundation, como “a 
ciência e tecnologia do diagnóstico, tratamento e prevenção de doenças e alívio da dor 
de lesões traumáticas, e da preservação e melhoramento da saúde humana, usando 
métodos e conhecimentos moleculares do corpo humano”. As principais aplicações da 
nanomedicina são apresentadas na Tabela 2.1, na qual se destacam o nanodiagnóstico in 
vitro e in vivo, a vetorização de fármacos e a medicina regenerativa (11-13). 
 
O conhecimento do comportamento e controlo da matéria a dimensões na ordem 
dos nanómetros permite uma melhor compreensão do funcionamento, monitorização e 
controlo dos sistemas biológicos humanos atingindo desta forma benefícios médicos. Os 
materiais nanoestruturados, que se caraterizam por serem estruturas em que pelo menos 
uma das suas dimensões é inferior a 100 nm (10
-9 
m), oferecem várias vantagens na sua 
utilização uma vez que estes apresentam propriedades e comportamentos distintos de 
uma massa de maior volume com a mesma composição. A sua relação de 
superfície/volume é superior à medida que o tamanho dos sistemas diminui o que 
permite que haja uma maior superfície disponível para interações químicas com 
biomoléculas. Dado o reduzido tamanho, os tempos das reações químicas são menores e 
garantem uma melhor eficiência nos instrumentos analíticos onde são aplicadas. As 
estruturas dos diferentes nanosistemas, como por exemplo os quantum dots, os 
lipossomas, os dendrímeros ou os nanotubos, podem ser muito variadas conferindo-lhes 
propriedades específicas para a sua utilização em nanomedicina (12,13).  
Nos últimos anos, o diagnóstico molecular, a par de outras aplicações como a 
vetorização de fármacos, tem sido uma das áreas de maior evolução na nanomedicina. 
Este é considerado uma parte essencial do desenvolvimento da medicina personalizada 
proporcionando recursos para uma melhor prestação de cuidados de saúde no que diz 
respeito a procedimentos de diagnóstico. Para alguns biomarcadores no soro fisiológico, 
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que vão desde pequenas moléculas até ácidos nucleicos ou proteínas, tem sido feita a 
correlação entre a sua presença ou concentração anormal e o aparecimento de uma 
doença. A deteção direta através de uma amostra biológica requer que o método seja 
viável e consiga detetar quantidades muito baixas do analito de forma a tornar-se uma 
base sólida para um diagnóstico que numa patologia em fase inicial poderá levar a um 
tratamento mais simples e eficaz e assim aumentar a taxa de sobrevivência dos doentes 
(3,13,14).  
 










Fármacos baseados em 
nanotecnologia 
Vetorização de fármacos 
Medicina regenerativa Nanotecnologia aplicada à engenharia de tecidos 
Medicina de transplantação 
Produção de nanosistemas de doação para 
transplantes de órgãos sem recorrer a fármacos 
Tratamentos nanorobóticos 
Cirurgia vascular por nanorobôs introduzidos no 
sistema vascular 
Nanorobôs para a deteção e destruição de cancros. 
Implantes 
Sensores bioimplantáveis que fazem a ligação entre 
os circuitos eletrónicos e neurológicos. 
Tecidos e órgãos artificiais de longa duração e 
resistentes a fenómenos de rejeição. 
Cirurgia minimamente 
invasiva utilizando cateteres 
Produção de nanossensor implantados em cateteres 
para fornecer informação detalhada em tempo real. 
Aplicação de nanopartículas à nanocirurgia. 
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Os métodos laboratoriais tradicionais de diagnóstico de anticorpos, ácido 
desoxirribonucleico (ADN), proteínas e outros biomarcadores baseiam-se em várias 
tecnologias, onde na maioria dos casos estão incluídos o método do ensaio 
imunoadsorvente ligado à enzima (frequentemente denominado ELISA) ou a 
amplificação por Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Os imunoensaios baseados 
em ELISA são uma das tecnologias largamente utilizadas no diagnóstico clínico no que 
diz respeito à deteção de proteínas e anticorpos específicos associados a doenças. No 
entanto, apresenta algumas limitações nomeadamente a sua sensibilidade que, embora 
não seja baixa, nem sempre é a ideal para deteção de proteínas a níveis muito reduzidos, 
a duração dos procedimentos ou a necessidade de pessoal especializado. Este método 
também apresenta substanciais obstáculos na deteção de biomarcadores cardíacos para 
avaliação dos cuidados de saúde ou para a deteção de alguns vírus como o do dengue 
(14-17).  
Por seu lado o PCR é um método relativamente rápido e de baixo custo mas com 
um grande nível manipulação da sua amostra, não permite um aumento de concentração 
de proteínas e é muito sensível a contaminações que se tornam altamente concentradas 
durante o processamento da amostra, podendo gerar falsos negativos. Também de 
realçar o modo de diagnóstico da bactéria patogénica Legionella pneumophilla e de 
partículas virais infeciosas em que são utilizado métodos baseados em cultura de células 
cujo resultado pode demorar entre 3 a 10 dias ou várias semanas, respetivamente. Em 
alternativa ou mesmo em combinação com alguns dos métodos anteriormente referidos 







 Os avanços significativos em áreas como a nanobiotecnologia e a ciência dos 
nanomateriais possibilitaram a criação de um vasto número de materiais e dispositivos 
com propriedades ideais para numerosas aplicações. Graças às propriedades físico-
químicas exclusivas dos nanomateriais foi possível desenvolver novos e arrojados 
dispositivos para deteção eficaz de analitos, como os nanobiossensores (20). 
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 Um nanobiossensor consiste num dispositivo à escala nanométrica que possui 
uma região composta por elementos de reconhecimento biológico, que são seletivos 
para um analito, e que está ligada covalentemente a um transdutor, possuindo ainda um 
processador de sinal. A interação do analito em causa com o biorecetor resulta numa 
perturbação físico-química no nanobiossensor que pode ser convertida sob a forma de 
um sinal mensurável cuja magnitude aumenta à medida que a sua concentração também 
aumenta. O primeiro conceito de biossensor surgiu em 1962 pelo Professor Leland C. 
Clark Jr. quando este publicou o seu trabalho científico sobre o elétrodo de oxigénio. 
No seu trabalho era descrito um dispositivo que compreendia um elétrodo de oxigénio 
que continha uma membrana interior semipermeável ao oxigénio e uma membrana de 
diálise onde se encontrava a enzima glucose oxidase. A determinação da concentração 
de glucose na amostra era possível graças à diminuição proporcional de oxigénio 
medido durante o processo de oxidação. Desde este modelo inicial, surgiram vários 
biossensores com novas modificações que incluíam conhecimentos de áreas tão 
diversificadas como nanociências, eletrónica, computação e biologia. No séc. XXI surge 
a tentativa de desenvolver biossensores de menores dimensões utilizando para tal novas 
matérias de fabrico com base em diferentes categorias de nanomateriais (Tabela 3.1) 
(21-23).  
 
Tabela 3.1- Exemplos de alguns nanomateriais utilizados nos biossensores enquadrados na 
respetiva categoria (adaptado de 23) 
 
Dimensão Exemplo de Nanomateriais 
0D Nanopartículas 
1D Nanofios, nanotubos, “nanobelts” 
2D 
Filmes finos, membranas, conjuntos em 2D 
de nanoparticulas ou nanofios 
3D 
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Atualmente os nanobiossensores são produzidos para diversos fins, tais como 
deteção de analitos e substâncias tóxicas, deteção de microorganismos, como auxílio ao 
diagnóstico clínico, descoberta de novos fármacos, entre outros. Algumas das principais 
aplicações dos nanobiossensores serão descritas no capítulo 5 (24,25).  
 
 3.2- Constituição de um nanobiossensor 
 
 Um nanobiossensor é geralmente compostos por 3 partes: um elemento 
responsável pelo estímulo biológico, um transdutor e um processador de sinal (Figura 
3.1). Em alguns casos pode surgir ainda um outro componente incorporado de 
preparação da amostra, como é o caso dos sensores de glucose de última geração que 











Figura 3.1- Esquema genérico de um nanobiossensor com as suas diferentes componentes: 
biorecetor, transdutor e processador de sinal (adaptado de 22) 
 
 3.2.1- Elemento biológico e imobilização 
 
 O elemento biológico, também designado por biorecetor, é responsável pela 
deteção do analito através de reconhecimento molecular e pode ser constituído por 
recetores, enzimas, anticorpos, ácidos nucleicos, materiais biomiméticos, proteínas, 
tecidos, organelos, células, ou vírus. O biorecetor é o componente do nanobiossensor 
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deve ter em conta fatores como o tipo de analito a detetar, a natureza da amostra (ex. 
tecido, sangue, gás), a sua concentração ou tipo de medição. De forma a garantir o 
normal funcionamento do biorecetor é necessário que este se encontre protegido de 
agentes agressivos, como espécies reativas, ou de condições do meio desfavoráveis (ex. 
alterações de pH ou temperatura) a fim de evitar a sua degradação ou inativação. De 
forma a obter uma interação específica, com uma transdução credível e mensurável, as 
moléculas químicas/biológicas do biorecetor necessitam de ser imobilizadas na 
superfície do sensor. A escolha do processo de imobilização é uma das etapas chave na 
elaboração de um sensor de alta resolução e seletividade, sendo que este deve cobrir 
uma área considerável da superfície do sensor e garantir a sua estabilidade ao longo do 
tempo, sem no entanto comprometer propriedades como é o caso da estrutura ou 
afinidade das moléculas fixadas (22,28-31).  
 Os processos de imobilização de biomoléculas são vários, podendo dividir-se em 
duas classes: os métodos físicos de que fazem parte a adsorção, o encapsulamento ou a 
imobilização em matriz, e os métodos químicos como é o caso da reticulação 
polimérica. De um modo genérico, os métodos físicos são processos relativamente 
simples quando comparados com os métodos químicos, onde muitas das vezes é 
necessária a utilização de solventes adicionais (30,31).  
 Por outro lado as interações entre a biomolécula e a superfície do sensor 
apresentam uma maior intensidade para os métodos químicos, onde existem muitas das 
vezes ligações covalentes, sendo uma das principais limitações de alguns métodos 
físicos uma vez que uma força de interação fraca pode pôr em causa a estabilidade do 
elemento biológico no sensor. Na elaboração dos biossensores os métodos de 
imobilização mais utilizados são a adsorção física, a ligação covalente, a imobilização 
por matriz, a reticulação intermolecular e a imobilização por membrana. A superfície de 
imobilização também pode variar consoante o método de construção utilizado, o tipo de 
elemento biológico ou a aplicação a que o sensor se destina sendo comum o uso de 
suportes sólidos, membranas de diálise, lipossomas, microcápsulas, géis, materiais 
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 3.2.2- Transdutor 
 
 O transdutor corresponde à componente do biossensor que é responsável pela 
conversão da interação do analito com o biorecetor num sinal elétrico mensurável e 
quantificável. Consoante o seu modo de ação os transdutores podem ser divididos em 
diferentes classes, sendo as principais as dos eletroquímicos, dos óticos, dos sensíveis a 
variações de massa e dos termométricos (33,34).
 
 
 Os transdutores eletroquímicos fundamentam-se no princípio de que reações 
químicas do analito com as moléculas do biorecetor produzem ou consomem espécies 
eletroativas (iões ou eletrões), os quais afetam as propriedades eletroquímicas da 
solução e podem ser detetadas. Dependendo da propriedade elétrica em estudo, pode 
ainda considerar-se três subclasses: os amperimétricos que medem a corrente produzida 
por um potencial colocado entre dois elétrodos, os potenciométricos que possuem 
elétrodos seletivos de iões e que detetam uma resposta elétrica no biorecetor e os 
condutimétrico ou impedimétricos que medem alterações da condutividade ou 
resistência elétrica da amostra ao longo da interação das moléculas do biorecetor com o 
analito (33,34).  
 Os transdutores óticos medem a quantidade de luz recebida ou emitida aquando da 
interação do analito com o elemento biológico. O seu princípio pode basear-se na 
deteção por fluorescência, luminescência, colorimetria, ou interferometria. Este tipo de 
transdutores, e sobretudo os que utilizam o método de fluorescência, apresentam uma 




 Outro método em que alguns transdutores se fundamentam é na variação de 
massas. Um transdutor deste tipo denomina-se piezoelétrico, contendo um elemento 
capaz de gerar uma carga elétrica quando aplicada uma força mecânica, como é o caso 
do quartzo, da turmalina ou o niobato de lítio. Estes cristais, quando aplicado um sinal 
elétrico de determinada frequência, vibram a uma frequência especifica que está 
dependente da frequência elétrica aplicada e da massa do cristal. Quando existe ligação 
das moléculas do biorecetor com o analito ocorre um aumento de massa que leva à 
alteração da frequência de vibração e que, consequentemente, permite a deteção e 
quantificação do analito. Existem também outros transdutores baseados em variações de 
massa, como os transdutores acústicos e os nanocantilevers. A classe de transdutores 
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sensíveis a variação de massa é de uma forma geral mais barata e fácil de utilizar mas 
nem sempre estes apresentam a seletividade e sensibilidade desejável (33,34).
 
 
Por fim surgem os transdutores termométricos cujo funcionamento se baseia na 
produção de energia sob a forma de calor quando se dá a interação entre o analito e o 
biorecetor. Deste modo a variação de entalpia do sistema, por produção ou absorção de 
calor, é proporcional ao número de moléculas do analito. Este tipo de transdutor não 
sofre alterações de leitura por propriedades óticas e eletroquímicas da amostra nem 
requer constantes calibrações. A sua utilização em nanobiossensores tem revelado 
grande potencial uma vez que a principal desvantagem da fraca sensibilidade tem sido 
contornada pelos avanços em conformações microfluídas (33-35).  
 3.2.3- Processador de informação 
 
Após a formação do sinal elétrico no transdutor este chega até um 
microprocessador, onde é ampliado e analisado. Os resultados são assim transferidos 
para um sistema de processamento de dados onde serão guardados ou apresentados num 




 3.3- Parâmetros de qualidade 
 
No desenvolvimento de qualquer nanobiossensor são tidos em conta alguns 
parâmetros essenciais para o seu correto funcionamento. Os esforços de 
desenvolvimento de melhores e mais avançados nanobiossensores são constantes, a fim 
de atingir os melhores desempenhos no que se refere à deteção do analito (36).  
Um desses parâmetros de grande importância é a sensibilidade, o que permite 
avaliar se um teste de diagnóstico é capaz de identificar corretamente a presença ou 
ausência de um determinado analito numa amostra da população. O nível de 
sensibilidade pode ser estimado através do número de verdadeiros positivos obtidos a 
dividir pelo soma do número de verdadeiros positivos e falsos negativos. Associado à 
sensibilidade surge também o Limite de Deteção (LD) que corresponde à quantidade 
mínima do analito de interesse que é capaz de gerar um sinal e ser detetada. A margem 
dinâmica corresponde à gama de valores detetáveis pelo sensor e, é limitada 
inferiormente pelo LD e superiormente pela saturação do biorecetor, por quebra do 
sensor ou por alterações imprevistas na sua sensibilidade (31,36). 
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 Além da capacidade de produção de um sinal indicativo da presença do analito, o 
sensor deve ser ainda capaz de distinguir o analito de outras substâncias, ou seja deve 
possuir especificidade. Ao contrário da sensibilidade, esta propriedade é difícil de ser 
avaliada devido ao enorme número de possíveis materiais que não deveriam produzir 
nenhum sinal de deteção. A especificidade é de uma grande importância em situações 
de deteção de um analito específico que se encontre em baixas concentrações num 
ambiente com concentrações altas de outros materiais, alguns dos quais se podem ligar 
inespecificamente ao sensor e produzir um sinal anómalo. Os biossensores muitas das 
vezes utilizam interações específicas e complexas provenientes da natureza como por 
exemplo anticorpo-antigénio, hibridização de ácidos nucleicos, biotina-estreptavidina e 
interações enzima-substrato, havendo a possibilidade também de utilizar ligandos 
artificialmente sintetizados como é o caso dos aptâmeros (31,36).  
 A capacidade de deteção “multiplex” (medição simultânea de vários analitos) é 
uma das características fundamentais em alguns tipos de nanobiossensores. É de 
especial relevância no diagnóstico de doenças através da avaliação de diferentes 
biomarcadores ou na avaliação da presença de vários agentes patogénicos, podendo 
fornecer inclusive informação do subtipo e modificações de vírus emergentes. A 
estabilidade do sensor deve ser garantida em condições normais e o volume da amostra 
deve ser o menor possível que permita uma deteção viável (31,36).
 
 
  A nível comercial, o sensor deve possuir uma estrutura e funcionamento simples 
e de leitura direta. O custo de produção e dos materiais usados no seu fabrico deve ser 
reduzido permitindo, todavia que o sensor apresente uma longa duração e capacidade de 
várias análises sucessivas. O seu nível de portabilidade deve ser um fator a considerar 




4- Tipos de nanobiossensores 
 
 Tal como foi descrito no capítulo anterior os nanobiossensores podem apresentar 
inúmeras variações no que diz respeito aos seus constituintes assim como o seu modo 
de deteção e leitura do sinal. Estas variações estruturais podem definir o fim a que se 
destina o sensor e o seu maior ou menor grau de sensibilidade e especificidade. Com 
base nas suas características estruturais, os nanobiossensores podem ser divididos em 
diferentes tipos, cujo modelo de funcionamento se assemelha entre si, podendo no 
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entanto existir algumas modificações pontuais particulares para uma dada aplicação. De 
seguida são apresentados alguns dos modelos de nanobiossensores mais importantes, o 
seu funcionamento e algumas das suas particularidades (13).  
 
 4.1- Cantilevers 
 
 Os sensores baseados em cantilevers são sistemas nanomecânicos, com uma 
estrutura fina fixa numa das extremidades, capazes de detetar analitos a muito baixas 
concentrações através da adsorção destes na superfície do cantilever e consequente 
interação com o biorecetor. Quanto ao modo de deteção desta interação podem-se 
dividir em dois tipos: os sistemas de modo dinâmico (Figura 4.1a) e os sistemas de 
modo estático (Figuras 4.1b,4.1c,4.1d) (15,25).  
 Os sensores de modo dinâmico, ou sistemas de ressonância, funcionam através de 
um oscilador que apresenta uma frequência de ressonância equivalente à massa de 
ressonância. Assim, quando a molécula alvo se liga ao biorecetor, que existe nas 
superfícies superior e inferior do cantilever, ocorre uma alteração da frequência 
resultante do aumento de massa do sistema que pode ser calculada (Figura 4.1a). 
Devido ao facto de se trabalhar ao nível nanométrico e com quantidades de analito 
muito baixas, algumas propriedades devem ser tidas em conta, nomeadamente a 
elasticidade e espessura do material e a densidade do analito a fim de se obter um valor 
o mais próximo do real (15,36,37). 
 Os sensores que operam no modo estático, também designados de sensores 
baseados na defleção, possuem numa das extremidades um cantilever previamente 
funcionalizado de um dos lados com um recetor específico e cuja interação deste com a 
biomolécula alvo resulta num alteração da forma do cantilever e leva a que este se 
dobre. A defleção pode suceder por três razões diferentes: por acumulação de massa do 
analito que pela força gravítica leva a deformação do cantilever, por diferenças entre o 
analito e a superfície no coeficiente de expansão termal que leva à deformação quando 
sujeito a alterações de temperatura (Figura 4.1b) e por stress superficial causado pela 
ligação do analito que pode causar uma defleção negativa ou positiva (Figura 4.1c e 
4.1d, respetivamente). Os fatores que resultam no processo de defleção não foram ainda 
completamente esclarecidos mas sabe-se que interações através de forças van der waals, 
eletrostáticas, de hidratação e estéricas, alterações da hidrofobicidade superficial ou 
alterações conformacionais das biomoléculas adsorvidas apresentam um papel decisivo 
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na ligação final do analito ao biorecetor. A posição que o cantilever adquire após 
interação pode ser detetada e comparada com a anterior, extrapolando-se assim os 
valores de concentração do analito em causa (15,24,36,37).  
O modo de deteção da frequência de oscilação ou da defleção do cantilever é 
normalmente feito através de um elemento piezoelétrico que sofre alteração da sua 
resistência quando ocorre um stress superficial, ou por método ótico refletindo um laser 
sofre a superfície do cantilever e medindo a amplitude de oscilação ou o ângulo de 






Figura 4.1- Representação de diferentes configurações mecânicas dos cantilevers. O esquema a) 
representa um sistema de modo dinâmico por variação da frequência de ressonância enquanto os 
restantes são sistemas estáticos; em b) ocorre uma defleção por aumento da temperatura em 
superfícies de coeficiente de expansão termal diferente, em c) defleção negativa por stress 
superficial e d) defleção positivo por stress superficial (adaptado de 15) 
 
Ambos os sistemas podem ser fabricados a partir de silicone ou nitreto de silício, 
sendo também utilizados outros materiais como polímeros. Os sistemas de modo 
dinâmico apresentam vantagem em relação aos estáticos no que diz respeito aos níveis 
de deteção, atingido um LD a nível dos zeptogramas (10
-21
 g) em condições ideais de 
vácuo e baixa temperatura, ao contrário do estático que pode atingir um LD máximo na 
ordem dos picogramas (10
-12
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Quando se compara a capacidade de medição em meios líquidos e gasosos os 
sistemas dinâmicos são muito limitados devido à viscosidade e amortecimento do meio 
que afeta seriamente a sua sensibilidade, não sendo este o método ideal para 
desenvolvimento de um sensor prático e acessível. Esta ideia perdurou até que em 2003, 
através do trabalho desenvolvido por Burg e Manalis, foi possível adaptar o modo 
dinâmico através da integração de canais microfluídicos numa tira de cantilever que 
permitiam a oscilação do cantilever num ambiente de vácuo ao mesmo tempo que o 
biorecetor estava em contato com uma amostra líquida. Outros modelos foram 
construídos com base neste princípio sendo demonstrada a deteção ao nível dos 
nanogramas (10
-9
 g). A sua investigação tem sido direcionada para a análise genómica, 
proteonómica, biodiagnóstico e descoberta de fármacos (13,15,36,38).  
 
 4.2- Biossensores de Nanotubos de Carbono 
 
 Os nanotubos de carbono (CNT) fazem parte de um grupo de nanomateriais de 
grande interesse para o desenvolvimento de sensores de alta performance devido às suas 
propriedades únicas. Os nanotubos de carbono são constituídos por unidades de carbono 
sp
2
 organizados em estruturas hexagonais e podem ser divididos em dois grupos: os 
nanotubos de carbono de várias camadas (MWCNTs) que consistem em túbulos de 
grafite concêntricos e fechados nas extremidades, com várias camadas de grafite com 
um tamanho de 2 a 25 nm, e os nanotubos de carbono de camada simples (SWCNTs) 
que possuem uma camada única de grafite na forma de cilindro com diâmetro de 1-2 
nm. Os métodos de síntese mais comuns, tanto dos MWCNTs como dos SWCNTs, são 
a descarga em arco elétrico, a ablação por laser e a deposição química a vapor. 
Independentemente do processo de síntese utilizado são sempre produzidos, juntamente 
com os CNT, carbonos amorfos e partículas de grafite indesejáveis que sofrem 
processos de separação complexos. Os CNT apresentam uma dureza superior ao aço 
devido à sua geometria, que permite uma distribuição da tensão sobre uma vasta área e 
também devido às fortes ligações entre átomos de carbono. As suas propriedades 
elétricas, que advêm do facto de existirem eletrões livres na superfície dos nanotubos 
após hibridização sp
2
 nas orbitais de carbono, torna-os ideais para a utilização como 
sensores, díodos ou transístores. O seu comportamento elétrico pode ser ainda 
potenciado pelo tamanho do diâmetro e alinhamento da(s) camada(s) ou pela 
quiralidade que os define como metálicos ou semicondutores (13,15,20,39).  
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 Uma das configurações mais utilizada dos CNT em nanobiossensores é como 
transístor de efeito de campo ou FET (do inglês Field-Effect Transistor). O FET 
consiste num sistema semicondutor que faz a ligação entre um elétrodo doador e um 
elétrodo recetor e no qual o método de deteção é feita a partir de uma transferência de 
carga do analito para os nanotubos de carbono que sofrem uma alteração na sua 
condutividade elétrica, sendo esta mensurável pelo limiar de voltagem ou corrente. O 
uso destes sensores tem incidido sobretudo na deteção de gases uma vez que apresentam 
alta sensibilidade, contudo o seu desempenho é limitado em analitos com baixas 
energias de adsorção, fraca cinética de difusão ou com baixa transferência de carga com 
nanotubos de carbono (20,39).  
Outras configurações possíveis são a imobilização de uma enzima aos CNT com 
afinidade para uma molécula-alvo como a glucose (via funcionalização com a enzima 
glucose oxidase) ou o peróxido de hidrogénio (via catálase) ou a imobilização de um 
ácido nucleico de modo a detetar sequências específicas, fenómenos de hibridização ou 
a interação de agentes intercalantes como a mitoxantrona com o ADN (40-42).  
 
 4.3- Nanossensores de ADN baseados em FRET 
 
 A transferência de energia de ressonância por fluorescência ou Förster (FRET) 
corresponde a um processo no qual um fluoróforo doador, que se encontra num estado 
excitado, transfere a sua energia para um fluoróforo aceitador nas suas proximidades, 
fazendo com que este emita fluorescência com um comprimento de onda característico. 
De forma a tornar esta transferência de energia eficiente deve ser assegurada que a 
distância entre os fluoróforos é reduzida (1 a 10nm), que existe um alinhamento dipolo-
dipolo favorável e que os dois fluoróforos apresentem uma sobreposição de espectro 
adequada (que deve ser superior a 30%). Alguns dos pares de doador e aceitador mais 
comuns na FRET’s são os quantum dots (QT) e as nanopartículas de ouro, as proteínas 
de fluorescência ciano e as proteínas de fluorescência amarela e as Cy3 e Cy5 (43,44).  
 O seu uso está direcionado principalmente para a deteção de ADN (existindo 
também adaptações para o ARN ou ácido ribonucleico) através da proximidade de um 
fluoróforo doador com o aceitador em fragmentos de ADN com uma cadeia 
complementar ou em oligonucleótidos marcados, em que para uma cadeia alvo estes 
sejam subsequentes. A análise da hibridização do ADN, clivagem, deteção de ácidos 
nucleicos, estruturas de proteínas, funcionamento e interações, diagnóstico de algumas 
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doenças genéticas ou deteção de material genético de um elemento patogénico são 
alguns dos estudos possíveis a partir destes sensores. A avaliação qualitativa de analitos 
em amostras biológicas é ainda muito limitada embora já tenham sido dados alguns 
passos como é o caso do trabalho desenvolvido pelo Professor Bo Tang e a sua equipa 
que conseguiram criar um nanobiossensor baseado em FRET capaz de detetar 
diretamente os níveis de glucose com alta sensibilidade e seletividade (15,43,45,46).  
 
 4.4- Nanobiossensor de Canais Iónicos 
 
 Um nanobiossensor de canais iónicos é constituído por uma membrana sintética 
onde estão incorporados os canais iónicos que permitem a entrada e saída de iões como 
o sódio, e que contém à superfície biorecetores específicos para um determinado analito. 
Quando ocorre a interação do analito com o biorecetor, sucede-se um bloqueio no canal 
iónico que impede a passagem dos iões. A presença do analito pode, assim ser 
quantificada através da avaliação do valor de condutividade elétrica do canal iónico que 
deverá diminuir (13).  
 O Ion Channel Switch (ICS
®
), desenvolvido pela Ambri Ltd, é um exemplo deste 
tipo de sensor. Este sensor apresenta um suporte coberto por uma camada de ouro que 
serve como condutor iónico, uma bicamada lipídica que contém moléculas de 
gramicidina, biorecetores (neste caso um anticorpo) ligados à gramicidina superior ou à 
membrana por proteínas de ligação como a streptavidina e biotina e um reservatório ao 
qual os iões de sódio só têm acesso através dos canais moleculares formados pela 
gramicidina. Quando ambos os dímeros de gramicidina estão coincidentes (Figura 4.2a), 
os iões de sódio conseguem passar pelo canal formado e chegar ao reservatório, 
mantendo um valor de condutância. Porém na presença da biomolécula alvo (Figura 
4.2b), vai ocorrer uma interação com o biorecetor que tem como consequência o 
desalinhamento do canal iónico formado pelas moléculas de gramicidina e que vai 
impedir a chegada dos iões de sódio ao reservatório e diminuir o valor de condutância 
detetado. A sensibilidade do sensor é elevada sendo capaz de detetar concentrações de 
proteínas ao nível picomolar (13,39).  
 
 



















Figura 4.2- Esquema de funcionamento de um nanobiossensor de canais iónicos. Em a) o canal 
iónico está ativado com ambos os dímeros de gramicidina emparelhados a permitirem a 
passagem do ião Na
+
 mas quando ocorre ligação com o analito específico,em b), esse canal 
desaparece alterando o valor de condutância (adaptado de 39) 
 
4.5- Nanobiossensores Eletrónicos 
 
 Os nanobiossensores eletrónicos distinguem-se pela sua ampla integrabilidade, 
fácil leitura e alta sensibilidade. A sua estrutura baseia-se, na maioria dos casos, num 
“interruptor à escala nano” em que existem dois elétrodos separados por uma fenda e 
cuja presença e posicionamento de uma biomolécula alvo associada a uma espécie 
condutora altera a condutância elétrica do sistema. É disso exemplo o trabalho 
desenvolvido por Giuseppe Maruccio e a sua equipa na criação de um nanobiossensor 
elétrico para a deteção de hibridização do ADN. Os elétrodos foram colocados com uma 
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selecionada foi fixada num dos elétrodos (Figura 4.3a). A molécula alvo neste caso 
corresponde a um oligonucleótidos específico que está conjugado a uma nanopartícula 
condutiva (nanocristais de ouro). Quando existe a biomolécula alvo em solução vai 
ocorrer hibridização da cadeia simples de ADN com o oligonucleótido e forma-se uma 
dupla cadeia de ADN. Além disso o fenómeno de hibridização leva a que a 
nanopartícula condutiva, anteriormente conjugada, se posicione na fenda entre os dois 
elétrodos (Figura 4.3c) o que vai aumentar a condutância elétrica em relação ao 
momento em que só existia a fenda. Assim, este aumento de condutância elétrica pode 
ser interpretado como a presença de uma nanopartícula de ouro imobilizada e 

















Figura 4.3- Representação de um nanossensor eletrónico e esquema de deteção. a) o sistema 
apresenta um local de junção de proporções manométricas e de um dos lados encontra-se 
imobilizada uma sonda de ADN de cadeia simples. b) após hibridização com a cadeia alvo e a 
presença das nanopartículas de ouro. É possível verificar a diferença por microscopia eletrónica 
antes hibridização, c), e após hibridização, d).e) e f) correspondem a representações estruturais 
num plano superior e em 3d.  (adaptado de 48) 
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 Um método semelhante ao anterior é utilizado em microchips como o sistema 
Biodetect
®
 para deteção rápida de microrganismos. Neste dispositivo cada chip contém 
várias sondas de ADN que se poderão ligar ao presente na amostra e formar um fio de 
ADN. Esse fio sofre de seguida um processo de metalização para permitir a deteção 
através da alteração da resistência ou outra propriedade elétrica do sensor (13).  
 
 4.6- Nanobiossensores Eletroquímicos 
 
 Os nanobiossensores eletroquímicos são dispositivos que podem integrar uma 
grande variedade de nanomateriais e baseiam-se na deteção de alterações de corrente ou 
potencial resultantes de interações a nível da interface biomolecular. Os modelos mais 
simples envolvem a utilização de enzimas de redução capazes de converter um substrato 
em produto e gerar, direta ou indiretamente através de mediadores de redução, uma 
resposta elétrica detetável (49,50).  
 Nos últimos anos sugeriram-se novas biomoléculas como os anticorpos ou os 
ácidos nucleicos de cadeia simples que têm revelado resultados bastante positivos. O 
sinal detetado neste caso deriva da elevada especificidade de reconhecimento que existe 
para o analito de interesse e pode resultar da aproximação e transferência de eletrões de 
um marcador da biomólecula alvo para o elétrodo, numa variação da concentração de 
marcadores eletroquímicos junto do elétrodo ou através do método de amplificação de 
nanopartículas e ouro. Os nanobiossensores eletroquímicos baseados em membranas de 
nanoporos de alumina (óxido de alumínio) são um protótipo utilizado na deteção de 
vírus com excelentes níveis de sensibilidade e especificidade, sendo capazes de detetar 
para o vírus do Nilo Ocidental a presença de duas proteínas ou partículas virais por cada 
100 mL de amostra (49-51).  
 
 4.7- Nanobiossensores de Micro e nanobalança de Quartzo 
 
 O funcionamento dos nanobiossensores de microbalança de quartzo baseia-se na 
medição de uma variação de frequência de vibração ou oscilação que está diretamente 
dependente da massa do sistema. A estrutura do sensor consiste num cristal de quartzo, 
com um corte em AT que proporciona melhores propriedades mecânicas e 
piezoelétricas, com dois elétrodos metálicos (ex. ouro) de ambos os lados. Quando é 
aplicado no sistema um campo elétrico paralelo ao eixo piezoelétrico leva a que uma 
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onda elástica (onda S) se gere e propague pelo cristal induzindo a sua oscilação. No 
cristal de quartzo está fixado o biorecetor que pode ser um anticorpo ou uma cadeia 
simples de ADN e, quando este interage e se liga ao antigénio respetivo ou cadeia 
complementar, vai fazer variar a frequência de ressonância, Δf (HZ). Este valor de 
frequência de ressonância é calculado através da derivação da equação de Sauerbrey: 
(52,53) 
 





A variação da frequência de ressonância, Δf (HZ), para um sistema com uma 
frequência fundamental do cristal, f (MHZ) e uma dada área, A (cm
2
) é diretamente 
proporcional à variação da massa, Δm (g). Esta variação está ainda dependente da 
espessura, uniformidade e densidade de quartzo do cristal que são constantes na 
medição e é aplicável em medições expostas ao ar, sendo necessárias alterações à 
equação para medições em meio líquido onde tem de ter sido em conta a viscosidade e 
densidade do meio (52,53).  
Na ausência da biomolécula alvo a variação da frequência de ressonância é 
próxima de zero, no entanto quando está presente ao ligar-se ao biorecetor faz com que 
haja um aumento de massa do sensor que se traduz numa diminuição detetável do Δf. 
Um processo análogo aplica-se aos sensores de nanobalança de quartzo, com algumas 
reformulações na equação de Sauerbrey Este tipo de nanosensores apresenta 
características apropriadas para a deteção de genes ou sequências de genes específicas e 
verificação da presença de algumas bactérias e vírus. (13,52-54).  
 
 4.8- Nanobiossensores Virais 
 
 Um nanobiossensor viral tira partido do facto das partículas virais apresentarem 
tamanhos nanométricos sendo possível utilizá-las na preparação de sensores capazes de 
detetar vírus, mARN específico, proteínas e atividade enzimática. Os vírus Herpes 
Simples (HSV) e o adenovírus são exemplo disso e a sua utilização prende-se com a 
importância que ambos têm para a patologia humana e no seu uso em vetores virais na 
terapia genética (13,55).  
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J. Manuel Perez e a sua equipa desenvolveram um destes sensores que era 
constituído por nanopartículas com um núcleo superparamagnético de óxido de ferro 
revestido por uma camada de dextrano onde estavam imobilizados anticorpos 
específicos da superfície do vírus. Os vírus, neste caso HSV 1 e adenovírus 5, quando 
presentes na amostra eram reconhecidos pelos anticorpos específicos formando um 
conjugado e podiam ser detetados através de ressonância magnética nuclear ou por 
imagem por ressonância magnética. Graças à sua enorme sensibilidade, o sensor era 
capaz de detetar cinco partículas virais em 10 μL de amostra de soro tornando-o mais 
sensível do que os métodos baseados em ELISA (13,55).  
 
4.9- Nanobiossensores PEBBLE 
 
 Um nanobiossensor PEBBLE (Probes Encapsulated By Biologically Located 
Embedding) consiste num sensor molecular de forma esférica com uma dimensão de 20 
a 200 nm que é concebido através de um processo de polimerização em microemulsão 
de uma molécula seletiva para se ligar a um analito alvo numa matriz quimicamente 
inerte (ex. polímero) para minimizar as interações com componentes celulares. Este 
sensor tem a capacidade de monitorizar em tempo real um analito alvo tanto fora como 
dentro da célula, sendo inserido através da biolística, ou também denominada “gene 
gun”, sem sofrer interferência significativas das proteínas presentes. A deteção 
ratiométrica pode ser realizada para a presença de iões de cálcio, oxigénio intracelular 
no citosol ou marcadores tumorais. Apesar dos enormes progressos que têm sido feitos 
nestes sensores, alguns pontos devem ser ainda melhor esclarecidos nomeadamente o 
tamanho máximo possível para permitir a inserção do nanossensor na célula por um 
mecanismo passivo, as propriedades de superfície do nanossensor que possam 
desencadear mecanismos celulares não compatíveis com o modelo de deteção como é o 
caso da endocitose ou a estabilidade do nanossensor em diferentes meios biológicos 
(13,56).  
 
4.10- Nanobiossensores Óticos 
 
 Os nanobiossensores incluídos neste modelo apresentam uma enorme variedade 
de modos de funcionamento mas têm todos em comum o facto de usufruirem de 
propriedades óticas para monitorizar e quantificar interações das biomoléculas com a 
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superfície planificada do sensor. Nasossensores de laser, nanossensores nanoshell ou 
nanossensores baseados em LSPR (Localized surface plasmon resonance) são alguns 
exemplos que fazem parte deste grupo (13,57,58).  
 Nos nanossensores de laser é incidida uma luz laser sobre uma fibra que vai gerar 
um campo eletromagnético na extremidade e vai excitar as moléculas alvo ligadas ao 
biorecetor. O sinal ótico advindo dessa interação, que pode ser por exemplo 
fluorescência, é assim detetado através de um sistema de deteção fotométrico. A sua 
investigação tem sido direcionada para a deteção de vírus como o HSV e H7N9 
(responsável pela gripe aviária em humanos) e proteínas e marcadores em células vivas 
individuais (13).  
 Por outro lado existem os nanossensores nanoshell que consistem comumente em 
nanoesferas com um núcleo de sílica que está revestido por uma camada de um metal. 
Estas nanoesferas têm a particularidade de aumentar de forma eficiente a magnitude do 
efeito Raman de uma molécula que consiste na existência de uma fração de luz 
difundida quando é aplicado um feixe de luz incidente. Cada molécula tem a sua própria 
difusão Raman pelo qual é possível fazer a sua deteção através deste sensor. A deteção 
do efeito Raman pode ainda ser otimizada para um comprimento de onda específico 
uma vez que este é dependente da espessura da camada de metal. Este modelo de sensor 
tem sido testado para imunoensaios, vetorização de fármacos e diagnóstico de 
neoplasias (13).  
 Os nanossensores baseados em LSPR são sistemas em ampla expansão que 
aproveitam as propriedades únicas das nanopartículas de metais nobres. Estas 
nanopartículas conseguem exibir uma forte banda de absorção UV-vis que é não 
observável no espetro dos metais comuns. A banda de absorção surge quando a 
frequência de luz incidente está em ressonância com a oscilação coletiva dos eletrões 
condutores e é conhecido como LSPR. Uma excitação do LSPR origina uma absorção 
de comprimento de onda seletiva com um largo coeficiente de extinção molar de 






, uma dispersão de Rayleigh com eficácia 
equivalente a 10
6
 fluoróforos e um aumento do campo eletromagnético local na 
superfície das nanopartículas que é responsável pelo intenso sinal observado na 
espetroscopia amplificada por superfície (57-59).  
O pico máximo do comprimento de onda (λmax) no espetro de LSPR vai depender 
do tamanho, forma e espaço interparticular das nanopartículas assim como das suas 
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propriedades dielétricas e do meio local. Um esquema simplificado do funcionamento 
do sensor está representado na figura 4.4. Para obter a curva do espetro de LSPR são 
necessários três passos: primeiro é necessário recolher a luz de fundo sem nenhuma 
emissão ou amostras, depois é necessário recolher a luz de referência sem a presença de 
sensor e por fim medir a luz transmitida na presença da amostra colocada 
perpendicularmente à luz incidente (58-60).  
 
 
Figura 4.4- Esquema de um nanobiossensor baseado em LSPR. Uma luz é propaganda pelas 
fibras óticas multimodais até às lentes de colimação que vão iluminar o biossensor. Essa luz é 
depois recolhida nas lentes de focagem e enviada para um monocromador que vai separar a luz 
proveniente das fibras em luz monocromática para ser analisado por um computador. (adaptado 
de 58,59)  
 
 A especificidade deste nanossensor para um determinado analito é conseguida 
através da inclusão na superfície da nanopartícula de moléculas com função de 
biorecetor que vão interagir com o analito presente na amostra e alterar o índice de 
refração detetado, fazendo variar o λmax (Figura 4.5). Essa variação vai ser tanto maior 
quanto a massa do analito em questão que pode ser deste modo quantificada. O 
nanobiossensor apresenta um LD <1 pM podendo atingir valores altos de femtomolar e 
tem sido desenvolvido essencialmente como uma alternativa de baixo custo, portátil e 














Base para amostra 









Figura 4.5- Etapas na preparação e resposta de um nanobiossensor baseado em LSPR. (a) 
escolha do substracto. (b) fixação de nanopartículas metálicas por meio de ligações químicas ou 
por nanolitografia. (c) modificação da superfície do sensor de modo a torná-lo específico a um 
analito. (d) ligação do analito ao biorecetor (e) alteração do pico máximo no espetro recolhido 
(adaptado de 61) 
 
4.11- Biossensores de Nanofios 
 
 Este género de sensor é baseado nos nanofios (NW) que são estruturas 
unidimensionais rígidas que conforme a sua constituição podem ser metálicos (ex. ouro, 
platina), semicondutores (ex. silício ou nitrito de gálio) ou isolantes (ex. sílica ou 
dióxido de titânio). A grande maioria destes nanossensores é baseada em FET tal como 
os CNT com a vantagem de apresentarem uma produção menos complexa. Devido à 
facilidade em modificar propriedades da superfície dos nanofios, é possível agregar uma 
molécula para desempenhar a função de biorecetor. Aquando da interação dessa 
molécula com o analito alvo é possível detetar uma alteração em tempo real da 
condutividade do nanofio. Uma abordagem diferente pode ser feita através da não 
funcionalização do nanofio e ligação do mesmo a dois elétrodos previamente 
selecionados. Pequenas variações na resistência elétrica possibilitam uma deteção 
qualitativa de analitos como a amónia (NH3) ou o óxido nítrico (NO2) (13,39,62).  
 As reduzidas dimensões e capacidade dos nanofios em realizar deteções em tempo 
real, de alta sensibilidade e sem a necessidade de marcar moléculas (designando-se por 
isso “label-free”) torna-os uma tecnologia potencial para a deteção in vivo de anticorpo, 
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5- Aplicações dos nanobiossensores na área analítica e de diagnóstico 
 
 Os nanobiossensores possuem várias e diversificadas aplicações em áreas tão 
distintas como a medicina, a indústria ou o ambiente. Na área analítica e de diagnóstico 
concretamente, a sua investigação tem vindo a crescer amplamente ao longo da última 
década. Em resultado disso surge a apresentação de numerosos dispositivos e métodos 
de deteção cada vez mais sofisticados que, comparativamente aos métodos tradicionais, 
possuem qualidades ou propriedades que os tornam mais vantajosos. Alguns destes 
sistemas estão inclusive patenteados pelos investigadores ou laboratórios responsáveis 
devido ao seu potencial para descobertas futuras (4,63).  
Atualmente, dado o seu relativo curto período de desenvolvimento, muitos dos 
nanobiossensores referidos ainda não se encontram disponíveis em larga escala no 
mercado, restringindo a sua presença sobretudo a alguns hospitais e laboratórios. Os 
nanobiossensores têm evoluído de forma a se tornarem cada vez mais sensíveis, 
específicos e portáteis a um baixo custo. Alguns dos processos de deteção destes 
sensores também poderão ser adaptados com sucesso por exemplo em sistema de 
configuração “lab-on-chip” com quantidades de amostra necessária muito reduzidas e 
com capacidade de deteção de vários analitos simultaneamente (13,35).  
 De seguida são apresentadas as principais aplicações na área analítica e de 
diagnóstico que os nanobiossensores podem trazer de modo a aperfeiçoar métodos de 
deteção atuais ou explorar a deteção de novos analitos que até então não eram possíveis 
de detetar com a exatidão necessária (13).  
 
 5.1- Diagnóstico e monitorização tumoral 
 
 O cancro é uma doença genética provocada por alterações na sequência de ADN 
de genes primordiais. Essas mudanças resultam na expressão de genes ou proteínas 
alteradas ou numa composição de uma proteína diferente nas células tumorais. A não 
eliminação destas células pode conduzir a uma acumulação de alterações de ADN que 
leva a uma gradual desregulação do comportamento celular e eventualmente à produção 
de mais células tumorais. Os tumores são caracterizados por uma divisão celular 
ilimitada, uma capacidade de invasão dos tecidos próximos e metastização até órgãos 
distantes, resistência a sinalização de anticrescimento, crescimento autossuficiente, 
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evasão à apoptose que consiste na morte celular programada e angiogénese sustentada. 
A palavra cancro congrega mais de 200 doenças distintas que afetam acima de 60 
órgãos humanos, constituindo uma das principais causas de morte. O cancro do pulmão, 
do colon, do pâncreas, da mama nas mulheres, da próstata nos homens e as leucemias, 
estão entre os que registam um maior número de mortes (64).  
 É, assim, importante obter métodos sensíveis e específicos que possibilitem um 
diagnóstico precoce e também permitam avaliar a evolução do cancro e monitorizar a 
eficácia terapêutica. Um dos métodos mais utilizados é a deteção e quantificação de 
biomarcadores específicos para o cancro em amostras biológicas. De acordo com o tipo 
de cancro a investigar, são selecionados alguns biomarcadores previamente estudados. 
Os níveis de biomarcadores são quantificados e comparados com valores padrão, sendo 
a sua alteração um indício do desenvolvimento de uma neoplasia. Na Tabela 5.1 surgem 
alguns exemplos de cancros e os respetivos biomarcadores que permitem a sua 
avaliação (34,65).  
 
Tabela 5.1- Principais biomarcadores para cada tipo de cancro (adaptado de 34) 
 
Localização do cancro Biomarcadores 
Bexiga 
BAT, FDP, NMP22, HA-Hase, BLCA-4, 
CYFRA 21-1 
Colon e pâncreas CEA, CA19-9, CA24-2, p53 
Esófago SCC 
Fígado AFP, CEA 
Gástrico CA72-4, CEA, CA19-9 
Mama 
CA15-3, CA125, CA27.29, CEABRCA1, 
BRCA2, MUC-1, CEA, NY-BR-1, ING-1 
Ovário CA125, AFP, hCG, p53, CEA 
Próstata PSA, PAP 
Pulmão 
NY-ESO-1, CEA, CA19-9, SCC, 
CYFRA21-1, NSE 
Testículo 
α-fetoproteína (AFP), β- gonadatropina 
coriónica humana, CAGE-1, ESO-1 
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           Os nanobiossensores podem ser uma ótima alternativa aos métodos tradicionais 
para a deteção destes biomarcadores, uma vez que fornecem um meio de quantificação 
viável de analitos em baixas concentrações e podem inclusive ser úteis na identificação 
de novas moléculas características dos diferentes tumores. Atualmente existem vários 
estudos realizados para deteção de diferentes biomarcadores por meio de 
nanobiossensores. Está também em fase de desenvolvimento um dispositivo portátil, 
apoiado por fundos da União Europeia (UE), denominado BioFinger
®
 que utiliza um 
sistema de nanocantilevers e permite a deteção de cancro, entre outras doenças. Foi 
demonstrado que este aparelho tinha a capacidade de detetar, entre outros analitos, 
proteínas específicas do cancro da próstata em amostras de sangue com um custo 
reduzido (cada medição/chip tinha um valor de aproximadamente 8€) e num pequeno 
espaço de tempo (15 a 20 minutos) (13,27).  
 A utilização de sistemas baseados em LSPR tem sido muito proveitosa para criar 
métodos de deteção sensíveis aliados à especificidade, conseguida através de interações 
do tipo anticorpo-antigénio. São exemplos os trabalhos desenvolvidos por Phuoc Long 
Truong et al e Jialing Yuan et al que desenvolveram nanobiossensores para a deteção do 
biomarcador proteína PSA (antigénio específico da próstata) e HE4 (proteína secretora 
4 do epidídimo humano), associado ao cancro no ovário. Também recorrendo ao mesmo 
modelo de sensor foi possível detetar de uma forma praticável a proteína p53, um 
importante supressor tumoral que se encontra presente na corrente sanguínea em alguns 
casos de cancro mas com uma taxa muito considerável no tumor das células escamosas 
da cabeça e pescoço (59,66,67).  
 Distintos sensores foram igualmente capazes de quantificar biomarcadores com a 
apresentação de resultados favoráveis. Um sensor com base em SWCNT foi criado para 
medir os níveis do marcador tumoral VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), 
uma citocina responsável pela promoção da angeogénese e que permite a distinção entre 
células normais e células tumorais, para o caso do cancro da mama. Identicamente um 
nanobiossensor de microbalança de quartzo foi proposta para a identificação de Rho 
GTpases, responsáveis pelo controlo da proliferação celular e considerado um potencial 
marcador tumoral (68,69).  
 Para além do estudo de biomarcadores específicos para determinados cancros tem 
também surgido o interesse em analisar alguns que estejam presentes na maioria dos 
casos de cancro. É o caso da enzima telomerase, uma ribonucleoproteína que sofre uma 
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sobre-expressão em 85 a 90% dos tumores humanos e cuja função é catalisar a 
manutenção dos telómeros, necessária para a imortalização da célula. Xin Ting Zheng et 
al propuseram um método de deteção de telomerases no núcleo das células a partir de 
um nanobiossensor ótico e ELISA. Neste protocolo foram desenvolvidas nanosondas de 
fibra ótica envolvidas numa camada de prata, que eram funcionalizadas com anti-
telomerases na sua superfície e inseriram-nas no núcleo de células cancerígenas MCF-7. 
Após um período de incubação de 30 minutos para permitir a ligação às telomerases, as 
sondas foram removidas e lavadas. Seguiu-se um imunoensaio ELISA em sanduíche 
onde a nanosonda foi incubada durante 1 hora numa solução a 0.1 mg/mL de anti-
telomerase marcada com biotina, foi lavada com PBS contendo 0.5% de Tween 20 para 
remover as ligações inespecíficas, novamente incubada durante 1 hora mas desta vez 
com um conjugado de streptavidina-fosfatase alcalina a 0.2 mg/mL e por fim lavada. De 
forma a confirmar a presença da telomerase foi adicionada uma solução de DDAO-
fosfato a 0.05 mM que iria servir de substrato a enzima fosfatase e permitiria deste 
modo distinguir uma alteração na medição da fluorescência face aos valores do núcleo 
de uma célula normal. Este método de deteção poderá não só servir para a deteção de 
cancro mas também para deteção de outros biomarcadores que inclusivamente pode ser 
feita em células vivas com a utilização somente do nanobiossensor (70).  
 Para a avaliação da progressão de um tumor é relevante ter em conta a presença de 
células tumorais circulantes (CTCs) nos fluidos fisiológicos e que podem ser resultantes 
da libertação de um tumor principal ou de um processo de metastização. A sua 
quantificação pode permitir uma predição do prognóstico do doente ou a verificação da 
eficácia do tratamento terapêutico. Dado a sua reduzida concentração e grande 
variedade é extremamente difícil encontrar um método suficientemente sensível para a 
sua deteção. O sistema Cell Search
®
 é atualmente um dos poucos métodos de deteção de 
CTCs aprovados pela UE e FDA (Food and Drug Administration) e baseia-se na 
deteção do marcador epitelial epCAM. No entanto estudos recentes evidenciam que o 
epCAM não é necessariamente expresso em todos os tipos de cancro como acontece em 
alguns cancros da mama, e algumas das CTC sofrem um processo de transição epitelial 
para mesenquimal perdendo a expressão do epCAM. Como tal este método apresenta 
algumas limitações que têm sido colmatadas através de métodos mais recentes que 
utilizam RT/PCR para marcadores de ARN pré-selecionados, para um dado tipo de 
cancro. Um nanobiossensor baseado em nanofios foi criado por James A. Sioss e a sua 
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equipa para deteção de PCA3, um ARN não codificante que está significativamente 
aumentado no cancro da próstata, através da ligação com um oligonucleótido antisense. 
Este é ainda um modelo relativamente recente mas que estima atingir uma deteção de 
aproximadamente 1 CTC por cada 10 ml de amostra de sangue. Um desenvolvimento 
mais detalhado pode levar a criação de, por exemplo, um microarrays para pesquisa de 
vários ARN de diferentes tipos de cancro (71,72).  
 
 5.2- Monitorização dos níveis de glucose 
 
 A glucose é um monossacarídeo de 6 carbonos e a principal fonte de energia para 
as células. Os níveis de glucose no sangue, em condições normais, variam entre 70 a 
120 mg/dL, no entanto na presença de estados fisiopatológicos estes níveis podem 
atingir os 30 a 500 mg/dL. A diabetes mellitus, uma doença metabólica, é caracterizada 
por variações nos níveis sanguíneos de glucose e no qual é de extrema relevância o seu 
controlo diário. De acordo com a WHO existiam no ano 2000 aproximadamente 171 
milhões de pessoas com diabetes no mundo e é expetável que esse número suba para 
mais do dobro em 2030. A esta doença estão associados, a longo prazo, manifestações a 
nível da retina, sistema circulatório ou rins que representam complicações para a saúde 
humana e que podem por em risco a vida do doente. Os níveis de glucose no sangue 
também podem surgir consideravelmente alterados em indivíduos não diabéticos como 
consequência de uma cirurgia ou doença aguda (40,73).  
 De modo a monitorizar os níveis de glucose e evitar complicações associadas a 
hiper ou hipoglicémia existe um número notável de estudos que descrevem diferentes 
métodos de deteção e vários instrumentos de diagnóstico disponíveis no mercado. A 
maioria dos métodos atuais de medição da glucose baseiam-se na utilização da enzima 
glucose oxidase, que é responsável pela conversão da glucose em gluconolactona e 
peróxido de hidrogénio. Contudo estes métodos ainda possuem algumas limitações que 
continuam a ser investigadas a fim de contorná-las, tal como o facto de outras espécies 
eletroatrativas presentes nas amostras biológicas, como o ácido ascórbico ou o ácido 
úrico, poderem causar interferência ou de a enzima ser facilmente desnaturada ou solta 
durante o seu processo de imobilização, o que a torna pouca estável, afetando a 
medição. Outros métodos mais recentes sem a necessidade da enzima começam a surgir 
também na literatura (40,74).  
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Os nanobiossensores apresentam grande potencialidade como sistemas de deteção 
dos níveis de glucose no sangue. O grande crescimento da nanotecnologia e a 
exploração das propriedades únicas dos nanomateriais tem providenciado novos meios 
de imobilização da enzima glucose oxidase e permitido de igual modo a otimização do 
design e fabrico de sensores não enzimáticos. Apesar de ainda não existir nenhum 
destes sistemas à venda no mercado, existem vários pedidos de patente no European 
Patent Office e inúmeros estudos que demonstram a sua eficácia em fornecer dados de 
alta sensibilidade e especificidade (Tabela 5.2) (40,75).  
 Os modelos para a deteção da glucose são muito variados, no entanto a maioria 
centra-se em métodos óticos e eletroquímicos. A utilização da enzima glucose oxidase, 
tal como foi referido, é das técnicas frequentemente empregues. A deteção pode ser 
realizada através da avaliação do oxigénio gasto ou do consumo de peróxido de 
hidrogénio ou ácido na reação da enzima. Este método tem vindo a ser melhorado com 
novas técnicas de imobilização, como é o caso do estudo de Frank N. Crespilho e a sua 
equipa que apresentaram um método de imobilização da enzima através de uma reação 
de reticulação com o glutaraldeído numa nanoestrutura bimembranar contendo 
nanopartículas de ouro e hexacianoferrato de cobalto, um mediador redox. A 
imobilização da enzima também foi demonstrada ser possível numa membrana 
composta por quitosano, através de ligações covalentes com os seus grupos funcionais    
-NH2 e -OH. Neste caso como o quitosano apresenta baixa condutividade, sendo esta 
necessária para encaminhar o sinal elétrico até o transdutor, foram adicionados ao 
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Tabela 5.2- Exemplos de alguns nanobiossensores desenvolvidos com o respetivo sistema de 




















Grafeno e nanopartículas de 
ouro sobre um elétrodo de 
ouro 
Amperométrico 2 semanas 180 μM 
Nanogel Híbrido de 
nanopartículas de prata 
encoberta num gel 
copolímero de um derivado 
de ácido fenilborónico. 
Ótico __ 0–30 mM 
Hidrogel de quitosano em 
nanopartículas de ouro 
Eletroquímico 5 semanas 
2.7 μM;         









Película de polipirrole 
eletropolimerizada em CNT 
Cronoamperimétrico 
3 minutos em 
uso ou 1 semana 
conservado 
0.2 mM 
Ouro/MWCNT Amperimétrico 3 meses 
0.01mM;   
0.05–13mM 
MWCNTs disperses em  
polihistidina em elétrodos de 
vidro de carbono) 

















Nanofios de prata Eletroquímico 10 dias 2.83 μM 
Nanofios de chumbo 
modificados com 
nanopartículas de ouro 
Cronoamperimétrico 70 dias 2 μM 












Nanocoloides de ouro em 
elétrodo de ouro modificado 
com politiramina 
Capacitativo 1 dia 1×10−6 M 
Grafeno protegido por  
polivinilpirrolidona 
Voltamétrico 1 semana 0–14 mM 
Quantum dots de CdS 
incorporados em microgel de 
derivado de ácido 
fenilborónico 
Fluorescência __ 0–10.8 mM 




Nos métodos não enzimáticos são utilizadas moléculas em que se conheça a sua 
capacidade de reconhecimento específico para a glucose. A integração de derivados do 
ácido borónico, que se ligam com a glucose a pH fisiológico, com quantum dots ou 
nanopartículas de prata foi demonstrada ser uma boa opção uma vez que, na presença 
do analito, permitiu a deteção de alterações no gráfico de fluorescência. Outras 
moléculas também já foram estudadas e obtiveram resultados positivos como 
biorecetor, como é o caso da proteína concanavalina A num nanobiossensor baseado em 
FRET, ou uma mutação da proteína recetora de glucose e galactose de E. coli marcada 
com cisteína e imobilizada em nanoporos revestidos por nanopartículas de ouro que 
permitem a deteção da glucose pelo aumento da condutividade eletrolítica 
(46,73,76,78).  
 Para além do desenvolvimento de nanobiossensores isoladamente têm existido 
também tentativas de os incorporar em outros sistemas para uma monitorização mais 
fácil da glucose. É o caso dos nanorobôs que, embora ainda não exista nenhum projeto 
com estudos comprovados de eficácia e segurança, já estão a ser dados os primeiros 
passos para o seu desenvolvimento. A sua criação traria inúmeras vantagens tais como a 
desnecessidade de indivíduos diabéticos colherem sangue todos os dias, um controlo em 
tempo-real dos níveis de glucose, permitindo atuar rapidamente em caso de hiper ou 
hipoglicemia e a deteção em várias zonas do corpo ao mesmo tempo, que forneceria 
informação sobre anomalias no transporte da glucose a um órgão, tecido ou vaso 
sanguíneo específico (79).  
  Apesar de a nanotecnologia fornecer as ferramentas necessárias para a 
miniaturização de sensores e já terem sido criados modelos computacionais que 
simulam as condições do corpo humano existem algumas questões que carecem de mais 
estudos. Entre elas estão a capacidade dos nanorobôs circularem livremente no corpo 
humano sem serem detetados pelo sistema imunitário como um corpo estranho ou a 
eliminação fisiológica dos sistemas que estima virem a ter um período de meia-vida 
para a inativação espontânea de cerca de 3 meses. Vários esforços têm sido realizados 
para tornar esta tecnologia disponível e espera-se que nos próximos anos se iniciem os 
primeiros ensaios in vivo (79).  
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 5.3- Avaliação de Doenças Cardiovasculares 
 
 As aplicações dos nanobiossensores também se estendem à deteção de doenças 
cardiovasculares. Tal como no cancro existem algumas biomoléculas em baixas 
concentrações na corrente sanguínea cujo a sua deteção e controlo permite tirar 
conclusões acerca do diagnóstico do doente. A mioglobina (Myo), troponina cardíaca I 
(cTNI), isoenzima MB da creatina quinase (CK-MB), peptídeo natriurético tipo B 
(BNP) ou proteína C reativa são alguns exemplos de marcadores cardíacos utilizados 
para avaliar a função cardíaca. Para o caso de um enfarte cardíaco é possível observar o 
aparecimento prévio da mioglobina como resultado de uma lesão miocárdica. A 
mioglobina apresenta um tamanho reduzido de 17.8 kDa o que permite uma rápida 
libertação para a circulação. Os seus valores durante o enfarte sobem rapidamente para 
12–76 ng/ml nas mulheres e 19–92 ng/ml nos homens e continuam a subir até atingirem 
o valor máximo 8 a 12h após que pode chegar aos 1500 ng/ml. Apesar da sua variação 
durante o processo de necrose do miocárdio, não é um marcador cardíaco específico 
uma vez que também pode ser encontrado nos tecidos do músculo-esquelético. Níveis 
aumentados de mioglobina podem inclusivamente ser detetados em doentes com 
insuficiência renal, contusões ou traumas musculares. Como tal é importante que o 
diagnóstico seja feito de uma forma rápida, com alta sensibilidade e se possível com a 
informação de mais do que um marcador cardíaco (16,80-82).  
 Neste momento existem já publicados alguns trabalhos de demonstração de 
modelos de nanobiossensores funcionais. É o caso de Elena Suprun et al que 
desenvolveram um nanobiossensor para deteção de mioglobina em plasma não diluído. 
Este sistema era baseado num método eletroquímico em que na presença da mioglobina 
cardíaca na amostra existiria uma transferência direta de eletrões entre o grupo heme 
Fe(III) da mesma e a superfície de um elétrodo. Para que tal ocorre-se foi necessária a 
modificação da superfície do elétrodo, por um lado com nanopartículas de ouro num 
filme de bromido de didodecildimetilamónio para aumentar a eficácia da transferência 
de eletrões, e com anti-mioglobina para assegurar uma boa captação do analito através 
de interações antigénio-anticorpo. O sistema permitia uma rápida deteção, de 
aproximadamente 30 minutos para obter um resultado e não necessitava de mais do que 
1-2 µL de plasma sem pré-tratamentos especiais (16).  
 Um trabalho desenvolvido na Universidade de Pittsburgh, Estados Unidos da 
América, demonstrou um modelo diferente capaz de detetar quatro marcadores 
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cardíacos distintos: Myo, cTnI, CK-MB e BNP. A Myo é uma proteína ideal como 
marcador cardíaco mas tal como foi referido a sua validade como único indicador para 
diagnóstico é questionável pelo que o grupo decidiu fortalecer o método do seu 
nanossensor ao adicionar os outros marcadores. Níveis anormais de CK-MB e BNP 
estão inclusive associados à recorrência de enfarte do miocárdio e outras doenças 
cardiovasculares. O modelo era baseado num biossensor composto por nanofios de 
polianilina, onde estavam imobilizados os diferentes anticorpos monoclonais (mAcs) de 
cada marcador e por elétrodos de ouro, tudo sobre uma base de Si/SiO2. Foi incluído 
ainda a utilização de um canal microfluídico que vem contribuir para uma melhor 
deteção dos analitos pelo controlo que garantiu do fluxo das soluções no nanofio, 
estabilidade do sistema e um melhor manuseamento das amostras. A deteção dos 
marcadores foi possível devido às alterações na condutância que eram visíveis na 














Figura 5.1- Gráfico da variação da condutância em função do tempo e esquema do nanossensor 
de nanofios PANI. a) adição de tampão fosfato salino; b) adição de albumina sérica bovina; c) 
adição de marcador cardíaco específico (adaptado de 80) 
 
Na Figura 5.1 é possível observar uma representação do nanobiossensor 
produzido e um gráfico genérico dos valores de condutância em função do tempo. O 
ponto “a” corresponde à injeção de tampão fosfato salino (PBS) no nanossensor 

















proteínas do meio 
Canal microfluídico 
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semiconductor que monitoriza as variações de voltagem entre os dois elétrodos. Este 
procedimento permite obter o valor base de condutância. O fluxo laminar é atingido no 
canal microfluídico com uma injeção de 0.03 mL/min prevenindo assim a quebra dos 
nanofios e variações de condutância originada por fenómenos de turbulência. No ponto 
“b” é adicionada albumina sérica bovina (BSA) e serve como teste de especificidade do 
sensor. É de esperar que após a BSA chegar aos nanofios, uma vez que esta não contém 
o marcador cardíaco específico do teste, o valor de condutância não varie 
significativamente, como se observa no gráfico. Após verificada a especificidade é 
adicionado o marcador cardíaco específico (ponto “c”) e notou-se um repentino 
aumento do valor de condutância como resultado da interação dos mAcs com o 
biomarcador alvo (81).  
De forma a comprovar a viabilidade do nanobiossensor para utilização em 
diagnóstico prático foi ainda testado a capacidade de deteção do biomarcador cardíaco 
em presença de BSA ou de outros marcadores cardíacos não direcionados. Os resultados 
obtidos foram bastante positivos para todos os biomarcadores e é esperado, embora não 
tivesse sido demonstrado, que os limites de deteção para Myo, cTnI, CK-MB e BNP 
poderiam chegar a valores tao baixos como 100 pg/mL, 250 fg/mL, 150 fg/mL, and 50 
fg/mL, respetivamente (81).  
 Um outro sistema foi proposto por Shalini Prasad e a sua equipa como alternativa 
aos métodos tradicionais para a deteção dos marcadores BNP e proteína C reativa, dois 
marcadores associados a problemas cardíacos adversos quando encontrados em 
amostras clínicas com concentrações de pg/mL. O nanobiossensor era constituído por 
uma plataforma de silicone com uma superfície de ouro e uma membrana de nanoporos 
de alumina. O modo de funcionamento deste biossensor baseava-se na alteração dos 
valores de impedância quando as proteínas recetores específicas anti-proteina C reativa 
ou anti-BNP, localizadas na zona mais exposta do sensor, interagiam com o seu 
antigénio específico. O sistema apresentou um limite de deteção de 1 fg/mL para a 
proteína C reativa e 1 ag/mL BNP perspetivando-o como uma potencial tecnologia para 
o diagnóstico real de amostras biológicas humanas (82).  
O sistema SensiDx
®
 é um nanobiossensor comercializado baseado em canais 
iónicos que já existe em alguns hospitais e é utilizado em situações clínicas graves que 
requerem um diagnóstico rápido, como é o caso da deteção de marcadores cardíacos 
para prevenção de ataques cardíacos. O facto de apresentar valores precisos e diminuir o 
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tempo de análise de horas para alguns minutos facilita as decisões clínicas e diminuem 
os custos de tratamento (13).  
 
5.4- Controlo de fármacos 
 
 A deteção de analitos produzidos pelo próprio organismo é sem dúvida o objetivo 
comum à maioria dos nanobiossensores apresentados acima. Porém torna-se também 
vantajoso a deteção de algumas substâncias de origem exógena ao corpo humano tal 
como os fármacos. A sua monitorização clínica permitiria não só verificar a sua eficácia 
mas também ajustar doses terapêuticas quando necessário e precaver possíveis efeitos 
de toxicidade. Esta é uma vertente relativamente recente, embora já existam modelos de 
nanobiossensores que demonstraram serem capazes de detetar alguns fármacos ou 
estudar a sua interação com o ADN humano. Estes biossensores destinam-se numa 
primeira fase apenas como o meio de apoio na investigação de novos fármacos ou do 
estudo de efeitos tóxicos (42,83).  
 Um dos métodos utilizados baseia-se em proteínas P450 para detetar o 
metabolismo de compostos farmacológicos. O nanobiossensor apresentado por E. 
Iwuoha e a sua equipa demonstrou ser capaz de detetar a sertralina (comercializado em 
Portugal como Zoloft
®
 pela Pfizer ou medicamento genérico), um fármaco inibidor da 
recaptação da serotonina utilizado para o tratamento de ansiedade, depressão e 
transtorno obsessivo-compulsivo, stress pós-traumático entre outras patologias. Contudo 
a sua toma, especialmente num período prolongado, pode originar alguns efeitos 
secundários como complicações gastrointestinais, nervosismo e agitação, disfunção 
sexual ou aumento de peso. Os efeitos são mais notados quando a dose tomada é 
superior à necessária e origina em alguns casos a desistência por parte do doente em 
relação ao tratamento farmacológico (84,85).  
Foi demonstrado que este fármaco poderia ser determinado em amostras de 
sangue ou plasma através de um nanobiossensor constituído por nanotubos de ácido poli 
8-anilino-1-naftaleno sulfónico e citocromo P450-2D6 (CYP2D6) depositado sobre um 
elétrodo de ouro. Partindo da premissa que a sertralina possa ser um inibidor do 
CYP2D6, o sistema Au/PANSA/CYP2D6 foi testado e tal como esperado ocorreu a 
redução da sertralina em N-desmetilsertralina acompanhada de uma alteração de 
corrente que foi monitorizada. O limite de deteção para este método foi de 0.13 mM e 
apresentou um bom tempo de resposta. Devido à saturação do nanossensor a sua 
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aplicação não é indicada em amostras de casos de overdose do fármaco ou indivíduos 
que se tenha conhecimento de serem metabolizadores ultra-rápidos. Além da sertralina 
um outro modelo com o mesmo princípio foi demonstrado para a deteção de 
benzafetamina (83,84).  
 Para estudar a interação de fármacos com o ADN e consequentemente a sua 
toxicidade in vitro foram desenvolvidos alguns modelos. Esta monitorização possui 
grande importância sobretudo em fármacos para o tratamento de tumores que, por serem 
muito agressivos, requerem uma investigação aprofundada antes da sua aprovação para 
utilização. Um exemplo destes modelos foi o criado Amitkumar N. Lad e Y. K. 
Agrawal que permitiam detetar a interação do ADN com a mitoxantrona (MTX), um 
potente anticancerígeno. O nanobiossensor era constituído por MWCNTs 
funcionalizados com grupos carboxilo aos quais se encontrava imobilizado o ADN. Ao 
ser exposto a uma solução de mitoxantrona foi possível observar uma alteração na 
resistência do nanossensor. Tal como é representado na Figura 5.2, a MTX interatua 
principalmente entre os pares de bases guanina e citosina da ligação de ADN. A 
alteração de resistência é resultado do processo de oxidação de dois eletrões da 
substituição 5,8- hidroxil no MTX aquando da interação com o ADN (42).  
 
 
Figura 5.2- Representação do mecanismo de interação do MTX com as bases nucleotídicas do 





Processo de oxidação dos 
substituintes 5,8- hidroxilo no MTX 
e ligação à Guanina e Citosina 
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A partir do nanossensor foi possível perceber que a interação MTX-ADN se 
iniciava rapidamente com uma grande alteração da resistência mas que com o tempo ia 
perdendo velocidade pelo menor número de interações. O sistema permitia assim uma 
monitorização da interação de ADN com um fármaco, não necessariamente a 
mitoxantrona, pela variação do potencial da interface do sensor (42).  
 Ainda o mesmo grupo de cientistas desenvolveu um outro nanobiossensor, desta 
vez ótico, com a finalidade de estudar as interações do ADN com a carboplatina, um 
fármaco citotóxico que pode ligar-se e danificar o ADN. O nanossensor possuia 
partículas de ouro marcadas com ADN e baseava-se no fenómeno FRET. Os valores de 
intensidade de fluorescência foram medidos para a interação carboplatina-ADN e 
comparados com um padrão, o paracetamol, um fármaco analgésico não intercalante e 
que estudos in vitro anteriores demonstraram apenas uma interação marginal com o 
ADN. Os resultados apresentados na Figura 5.3 comprovaram a veracidade do método, 
com uma intensidade de fluorescência muito superior para a carboplatina como era 
expetável em comparação com o paracetamol. Este método tal como o anterior é 
pioneiro para o desenvolvimento no futuro de sistemas de monitorização de interações 














Figura 5.3- Gráfico da intensidade de fluorescência em função da concentração das amostras de 
carboplatina e paracetamol. À medida que se aumenta a concentração das amostras (de 1 para 5) 
as interação vão aumentando para o caso da carboplatina, no entanto para o paracetamol a 
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5.5- Microbiologia e Virologia  
 
 A deteção de bactérias e vírus é outra das aplicações dos nanobiossensores, com 
enorme potencial clínico na deteção rápida de agentes patogénicos. Com a sua 
utilização é possível ultrapassar algumas limitações que os métodos tradicionais de 
análise apresentam, como por exemplo a necessidade de em alguns vírus ser realizada 
uma incubação e verificação do seu crescimento. Este procedimento pode levar dias a 
semanas tornando-se dispendioso e prejudicando a saúde do doente que aguarda para 
iniciar uma terapêutica direcionada ao seu problema. A longa espera entre a colheita da 
amostra e o resultado do diagnóstico é inclusive um fator que leva a que alguns 
médicos, com intuito de combater a patologia do doente, prescrevam antibióticos para 
infeções que desconhecem ter afinal uma origem viral. Além do tempo do teste, o baixo 
custo também é um aspeto relevante especialmente para diagnóstico de doenças 
infeciosas em países em desenvolvimento (87,88).  
 O vírus do dengue tipo 2, DENV-2, é um dos principais patógenos que pode ser 
encontrado na literatura com nanobiossensores desenhados para a avaliação dos seus 
níveis. De todos os serotipos este é o mais comum e aquele que tem maior propensão a 
causar a forma mais severa da doença, durante a infeção secundária. Um dos sistemas 
mais utilizados, embora com pequenas alterações entre os diferentes grupos de 
investigadores que os desenvolveram, é baseado num nanobiossensor eletroquímico 
constituído por uma membrana de nanoporos de alumina. Partindo do trabalho de Ming 
Soon Cheng et al. o biossensor foi construído como surge representado na Figura 5.4. 
Inicialmente foi preparado a superfície do elétrodo de modo a criar os nanoporos, que 
de seguida foram preenchidos com anticorpo anti-DENV-2 por adsorção física. Após 
lavagem para retirar os anticorpos não ligados, o BSA foi adicionado para bloquear 
locais de ligação não específicos. A presença de DENV-2 numa amostra seria detetada e 
quantificada através da variação de corrente no elétrodo num período de 50 minutos e 











Figura 5.4- Design de um nanobiossensor eletroquímico para a deteção de DENV-2. A 
superfície do biossensor sofre anodização e gravura para formar os nanoporos. São adicionados 
anticorpos anti-DENV-2 na 3ª etapa e BSA na 4ªetapa. Após adição de DENV-2 este vai 
interagir com o anticorpo anteriormente adicionado (adaptado de 17). 
 
Outros nanossensores já foram desenvolvidos para a deteção de vírus e bactérias 
que afetem diretamente a saúde humana tais o vírus do Nilo Ocidental, Legionella 
pneumophilla e enterotoxina B de Staphylococcus aureus. Neste momento todos os 
sensores apresentados destinam-se à deteção de somente um agente viral ou bacteriano, 
tornando esta tecnologia demasiado focada na confirmação de um diagnóstico que se 
pressupõe à partida mas com o avanço científico e um maior número de estudos espera-
se poder criar um sistema capaz de integrar informação de vários agentes patogénicos 
(19,49,90).  
 
5.6- Estudo da função celular e deteção de ácidos nucleicos 
 
 A célula representa nos sistemas vivos a unidade mínima funcional e 
comunicação integrada. A investigação do funcionamento da célula tem sido uma área 
amplamente explorada com o estudo da sinalização física e química, a produção de 
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tem para um determinado tecido ou órgão, entre outros. Um melhor conhecimento da 
célula pode trazer benefícios a nível da criação de fármacos vetorizados para atuar 
apenas numa região predeterminada ou precaver os seus efeitos de toxicidade e perceber 
a evolução de algumas doenças associadas a modificações celulares como por exemplo 
o cancro (91).  
 Para estudar a presença de alguns analitos na célula com a extrapolação dos 
resultados em mecanismos macroscópicos, alguns investigadores desenvolveram 
nanobiossensores para o efeito. Os sistemas encontram-se numa fase ainda inicial mas 
as características de especificidade e sensibilidade tem dados sinais positivos da sua 
aplicação. As espécies reativas de oxigénio são um dos alvos de deteção intracelular dos 
nanobiossensores. Dois modelos foram apresentados por Allan K. Poulsen et al. e 
Kavitha Thandavan et al para a sua deteção baseados num nanossensor ótico construído 
a partir da atividade da enzima horseradish peroxidase e num eletroquímico que 
utilizava a enzima superóxido dismutase, respetivamente (92,93).  
 A deteção de ATP (Adenosina Trifosfato) em tempo real é outra das aplicações 
que foi comprovado ser possível realizar com esta tecnologia. Esta molécula tem uma 
enorme importância para a célula visto ser um intermediário multifuncional de 
processos como o transporte de iões através da membrana, reações biosintéticas e 
mobilidade celular. Para a execução deste nanobiossensor foi selecionado como 
biorecetor, aptámeros de ADN que se ligavam preferencialmente ao ATP. Um dos 
inconvenientes do uso de aptámeros foi a presença de nucleases na meio intracelular 
que poderiam comprometer o nanossensor, no entanto esse detalhe foi ultrapassada pela 
encapsulação em nanopartículas de poliacrilamida. O biossensor apresentou uma boa 
capacidade de sensibilidade conseguindo detetar concentrações de ATP entre os 0.5 e 8 
mM comprovando a sua utilidade para monitorização da cinética de reações que 
envolvam consumo de ATP (94).  
 Tal como referido anteriormente, o estudo dos mecanismos celulares tem 
auxiliado na compreensão dos diferentes fenómenos que despoletam o cancro. Umas 
das etapas mais críticas no ciclo da célula é a apoptose. No processo de morte celular 
programada, resultante de um processo normal ou de um dano irreparável no ADN, são 
ativadas inicialmente as cisteína aspartato proteases (também denominadas caspases). 
Algumas caspases, nomeadamente a caspase 3, são responsáveis por clivar proteínas 
essências para a célula, de que são exemplos a fragmentação do ADN e a poli(ADP-
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ribose) polimerase. Uma vez que estas biomoléculas encontram-se presentes no 
princípio do processo, são um dos biomarcadores ideais para estudar a apoptose numa 
fase inicial. A indução da apoptose tem sido um dos métodos mais utilizados para testar 
a deteção da atividade destas enzimas por nanobiossensores óticos. Para além da 
caspase, foi também desenvolvido um nanobiossensor para a deteção do citocromo c, 
uma proteína com um papel fundamental no processo de geração de energia celular, que 
se encontra nas mitocôndrias mas quando estas são lesadas a sua libertação para o 
citoplasma desencadeia uma cascata de eventos celulares que podem levar à apoptose. 
Os resultados obtidos por ambos os sistemas são promissores e proporcionam um novo 
método de análise minimamente invasivo para analitos em células vivas individuais 
(21,95).  
 A deteção de ácidos nucleicos é igualmente relevante, especialmente em áreas 
como a genética, que permitiria detetar certas doenças a partir da avaliação de locais 
específicos do ADN. A deteção de um gene mutante de uma célula cancerígena, o 
BRAF
V599E
, foi realizada por método de hibridização de ADN imobilizado na superfície 
de um nanofio de silicone. A ligação por complementaridade de ambas as cadeias 
simples de ADN produziria uma variação detetável na corrente elétrica que permitiria 
identificar concentrações do gene mutante na ordem do sub-femtomolar. Além dos 
nanofios, os nanotubos de carbono e métodos baseados em FRET têm sido investigados 
para esta aplicação que tem presentes no mercado o Genelyzer
®
 e o CombiMatrix 
Electra-Sense
®
, dois sistemas de análise de genes capazes de analisar milhares de genes 
diferentes (96,97).  
 
5.7- Determinação de outros analitos com significado clínico 
 
 Os nanobiossensores possuem uma grande variedade de biomoléculas já 
estudadas e comprovadas de que podem ser medidos por estes sistemas. A deteção e 
quantificação de algumas dessas biomoléculas pode ser essencial para o diagnóstico de 
uma doença ou avaliação da terapêutica. Um dos analitos que não foi referido nos 
tópicos anteriores mas igualmente importância é a acetilcolina. A acetilcolina é um 
neurotransmissor que pode ser encontrado no sistema nervoso central, medula espinal, 
junções neuromusculares, e neurónios pregangliónicos e motores. A sua principal 
função é permitir a transmissão do impulso nas sinapses colinérgicas. Estudos 
demonstraram que a acumulação de acetilcolina nos tecidos nervosos, devido à 
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incapacidade de metabolização de alguns indivíduos, leva a uma desregulação da sua 
concentração e pode causar doenças neuronais tais como doença de Parkinson, doença 
de Alzheimer, miastenia grave, demência progressiva ou esquizofrenia. A utilização de 
nanobiossensores eletroquímicos tem sido apontada como preferencial 
comparativamente aos métodos atuais por potenciometria ou cromatografia a gás 
associada a espetrometria de massa, apresentando boa sensibilidade e uma resposta 
estável (98-100).  
 Está também descrita na literatura a produção de outros nanobiossensores capazes 
de realizar a deteção de outros analitos com significado clínico tais como creatinina, 
ácido úrico, dopamina e ácido ascórbico, existindo inclusive um dispositivo capaz de 
detetar simultaneamente os últimos três (101-103).  
 
6- Outras aplicações e o seu papel na saúde pública 
 
Os nanobiossensores, com os seus vários modelos, permitem a identificação de 
uma vasta gama de analitos em meios que podem não ser necessariamente amostras 
biológicas. Além das aplicações anteriormente referidas existem ainda outras que, de 
uma forma indireta, podem auxiliar na proteção da saúde pública. Estas aplicações estão 
ligadas ao controlo de algumas substâncias nocivas para o Ser Humano que podem estar 
presentes em alimentos ou água contaminados (104).  
Os pesticidas são um exemplo dessas substâncias, vulgarmente utilizadas na 
agricultura. O seu efeito de erradicação eficiente de insetos e plantas indesejáveis, 
proporciona uma maior produtividade dos terrenos, mas tem como consequência a 
possibilidade de contaminação da atmosfera e conservação de resíduos em produtos 
agrícolas e canais de água. Estas substâncias apresentam toxicidade crónica e estudos 
demonstram que o seu consumo, num período prolongado de tempo, possa afetar o 
sistema nervoso central, podendo causar problemas a nível respiratório, miocárdico e 
neuromuscular que podem inclusive levar à morte. Para tal é necessário que os níveis 
destes compostos sejam constante e rigorosamente medidos em amostras biológicas e 
ambientais. A União Europeia definiu como níveis máximos de resíduos, permitidos por 
lei para um pesticida não específico, o valor de 0.1 µg/L para a água potável e 0.01 
mg/Kg para bens alimentares (104-107).  
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No caso dos pesticidas organofosfatos foi produzido um nanobiossensor de 
MWCNT na superfície de um elétrodo de carbono em vidro que era capaz de detetar, 
através da variação na corrente elétrica, a presença do pesticida paratião com um limite 
de deteção de 1×10
−9
 mol/l. Foi ainda proposto e desenvolvido outro sistema 
semelhante ao anterior com um menor limite de deteção, em que ao MWCNT estava 
adsorvida à enzima organofósforo hidrolase responsável por converter compostos 
organofosfatos em p-nitrofenol, os quais são detetáveis pela observação de uma corrente 
anódica estável. Também surgem alguns modelos para a deteção de herbicidas como o 
glifosato, o glufosinato e o 2,4-dinitrofenol (DNP). Este último é o composto ativo de 
mais de 1500 herbicidas, cujo a deteção e quantificação foi demonstrada por dois 
métodos diferentes: através de um sistema amperimétrico com o citocromo P450 3A4 
imobilizado sobre uma matriz de sepulcrato de Nafion-cobalto(III), NafCo(Sep)
3+
, ou 
através de um nanobiossensor colorimétrico baseado nas propriedades óticas das 
nanopartículas de ouro e da interação anticorpo- antigénio, em particular do anticorpo 
anti-DNP e a toxina modelo DNP–glicina (105,106,108,109).  
Além dos pesticidas surge também a necessidade de detetar a presença de espécies 
patogénicas como bactérias, vírus ou fungos. Muitos destes microrganismos são 
responsáveis por enormes gastos na indústria alimentar e vários casos de intoxicações 
alimentares apresentando um grave risco para a saúde, especialmente em grupos mais 
vulneráveis como crianças, idosos, grávidas ou doentes com um sistema imunitário 
debilitado. Entre as espécies mais comummente associadas a contaminação de 
alimentos encontram-se a Salmonella spp, a Escherichia coli, a Listeria monocytogene, 
o vírus sincitial respiratório e os parasitas protozoários Cryptosporidium e Giardia. Na 
Tabela 6.1 surgem agrupados alguns exemplos de nanobiossensores desenvolvidos por 
investigadores e os pesticidas/agentes patogénicos detetados, assim como os limites de 
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Tabela 6.1- Exemplos de nanobiossensores na deteção de agentes patogénicos e pesticidas. 
(adaptado de 104) 
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Por fim existe também a capacidade de os nanobiossensores detetarem a presença 
de alimentos transgénicos. É o caso do trabalho desenvolvido por Chen Jiang e a sua 
equipa que produziram um método de deteção dos genes que codificam a fosfinotricina 
acetiltransferase (gene PAT) e a óxido nítrico sintase (gene NOS) duma amostra de 
feijão trangenicamente modificado. O nanobiossensor eletroquímico com uma sonda de 
ADN específica apresentou boa estabilidade, adequada seletividade e alta sensibilidade. 
A aptidão em detetar alimentos transgénicos é muito vantajosa para garantir que as 
políticas de alguns países são respeitadas, no que concerne à limitação do cultivo deste 
produto, mas mais importante ainda é a capacidade de aviso prévio de substâncias 
alergénicas ao consumidor. Num estudo realizado em soda transgénica em que foi 
inserida um gene da noz brasileira Bertholletia excelsa que codificava a albumina 2S, 
um conhecido alérgeno, foi demostrado que através de engenharia genética era possível 
passar um alérgeno para um produto transgénico. Desta forma com a deteção de um 
produto transgénico pode ser possível realizar uma distinção desses produtos e assim 




 A Nanotecnologia tem contribuído nos últimos 20 anos para grandes avanços da 
ciência em diversas áreas, nomeadamente na saúde. Esta tem sido um apoio na 
investigação e criação de novos meios terapêuticos e novos métodos de diagnóstico. 
Entre estes últimos destacam-se os nanobiossensores, sistemas nanométricos destinados 
à deteção de biomoléculas alvo. Os nanobiossensores ideais apresentam alta 
sensibilidade e especificidade, baixo custo, robustez, portabilidade, facilidade de 
manuseamento, fornecimento dos dados em tempo real e a capacidade de detetar mais 
do que um analito.   
 Os tipos de nanobiossensores são muito variados com apresentações de 
biorecetores ou transdutores diferentes entre si que proporcionam também uma enorme 
adaptabilidade. Apesar de serem uma tecnologia ainda recente, a sua expansão tem sido 
notória na literatura e estima-se que na próxima década substituirão, para algumas 
análises, métodos tradicionais como ELISA e PCR em hospitais e laboratórios. 
 Dado possuírem uma capacidade de deteção precisa num curto espaço de tempo, a 
sua aplicação no diagnóstico de patologias que necessitam de uma resposta imediata 
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como o enfarte do miocárdio é muito relevante. O seu baixo custo e portabilidade irão 
permitir também o diagnóstico em regiões desfavorecidas onde não existam recursos 
para material de análises. O apoio que trará na investigação permitirá entre outras 
vantagens, o estudo das propriedades de novos fármacos e a sua toxicologia com ADN, 
deteção de diversos analitos a baixas concentrações e estudo de vários fenómenos 
celulares, especialmente ligados ao aparecimento de tumores. Não só à saúde se 
restringem as aplicações mas também a agricultura, indústria, ambiente e controlo 
alimentar. 
 Embora seja espectável que haja uma evolução gradual dos nanobiossensores de 
um modo geral, muitos autores indicam os sistemas baseados em nanotubos de carbono 
e nanofios como aqueles que mais se destacarão no futuro. Contudo são necessários 
alguns melhoramentos nos sistemas atuais e existe ainda muito por explorar nesta área 
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